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研究成果の概要：ポストゲノム時代において、タンパク質の結晶構造解析情報をもとにペプチ

ド薬を設計する機会が増えてきている。ところが、ペプチド自体、易分解性であり、安定性に

欠け、実際の臨床応用に際して障害が多い。我々はペプチド薬の臨床応用のために、骨破壊を

抑制する W9 ペプチドを用い、ペプチド薬をコントロールリリースできる担体を検討した。本研

究により、ペプチドの担体として、コレステロールとプルランとの合成体である CHP ナノゲル

がペプチドの担体として使用できる性質を持ち合わせていることを明らかにできた。 
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１．研究開始当初の背景 

我々は、分子量 10 万以上の抗体製剤など
分子量の大きな生物学的製剤の問題点を解
決するために設計された WP9QY ペプチド（以
下 W9 ペプチド）に注目し、この 10 年間、開
発を続けてきた。このペプチドは腫瘍壊死因
子（TNF-α）のアンタゴニスト（拮抗薬）と
して TNFβとその受容体 TNF１型受容体との
複合体結晶構造解析情報、抗 TNFα抗体構造
情報などを基にコンピューター上で設計さ
れたアミノ酸９つで構成された環状ペプチ
ドである。 

 薬物開発の原型となるリード化合物を探
すために、ターゲットとなるタンパク質の結
晶構造解析情報から薬を設計する手法は
SBDD（Structure-based drug design）法と
呼ばれ、ループ構造などタンパク質の３次元
構造を模倣しやすいペプチドが薬の候補と
して多く設計されている。しかしながら W9
ペプチドも含め、ペプチド製剤は生体内の酵
素により分解を受けやすく、また凝集塊をつ
くりやすい性質を持ち、臨床応用される際、
安定性に欠ける。このことが、設計されたペ
プチドの臨床応用を断念せざるを得ない大
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きな理由となっている。 
 我々は、W9 ペプチドの骨吸収抑制効果を
様々な骨吸収誘導実験モデルを用いて明ら
かにしてきた。実験を始めた当初、W9 ペプチ
ドは低カルシウム食飼育によって引き起こ
される骨吸収を 1日 8回 3時間おきに皮下投
与して初めて骨吸収を抑制できることを明
らかにした。その時用いた W9 ペプチドの１
回の投与量は 9 mg/kg および 24 mg/kg であ
り、9 mg/kg の 1 回投与量でも骨吸収が抑制
さ れ た （ Aoki et al J Clin Invest 
116:1525-1534, 2006）。 
 その後の我々の実験は、3 時間おきに投与
することが困難となる投与期間 3週間にわた
る関節リウマチモデルにおける W9 ペプチド
の骨吸収抑制効果を検討するため、ペプチド
を徐放する浸透圧ポンプを皮下に埋入して
W9 ペプチドの投与を始めた。すると、3 時間
ごとの投与量と比べて一日あたり 18 分の 1
のペプチド量で骨吸収抑制効果を発揮する
ことが明らかとなった。すなわち、ペプチド
は徐放されれば、4 mg/kg/day という低用量
で現在関節リウマチの特効薬である抗 TNFα
抗体と同様もしくはそれ以上の骨吸収抑制
効果を発揮することが明らかとなり、炎症の
抑制効果も発揮することを示すことができ
た （ Saito et al Arthritis Rheum. 
56:1164-1174, 2007）。しかしながら、浸透
圧ポンプを皮下に埋めて患者に用いること
ができないため、W9 ペプチドの臨床応用のた
めには、浸透圧ポンプに代わるペプチド薬を
徐放する薬物担体の開発が必須となる。 
 本学生体材料工学研究所、有機材料学分野
の秋吉一成教授は、ナノゲル工学を応用した
薬物担体の開発を行ってきている。すでに、
タンパク質の徐放効果を確かめていたコレ
ステロールをプルランに置換した合成ナノ
ゲル（CHP ナノゲル）が、ペプチド薬を徐放
する担体として働くことを期待し、同分野の
森本助教（現 東北大准教授）とともに実験
を始めることにした。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、炎症性骨吸収を抑制する
W9 ペプチドの臨床応用を実現するため、CHP
ナノゲルをペプチドの担体として用いるこ
とにより、ペプチドの安定性を増し、浸透圧
ポンプを用いなくても、骨吸収抑制効果を発
揮するか否かを明らかにすることにある。 
 
３．研究の方法 
(1) 低カルシウム食飼育マウスモデル 

用いる実験モデルは、我々が常に用いてき
た骨吸収誘導モデルである低カルシウム食
飼育による骨吸収実験モデルである。 

42 匹の 5 週令雄性 C57BL/6J マウスを用い
た。0.5 ％カルシウムを含む正常カルシウム

食および、その 10 分の 1 量のカルシウムを
含む低カルシウム食を Amano の方法に従い、
練りえさを作製、冷凍保存。必要時に解凍し、
マウスの体重に合わせて、正常カルシウム食、
低カルシウム食を同量量り分けて与えた。動
物は、マウス用のメタボリカケージを用いて
個別に飼育、毎日尿を採取し、3 日間正常カ
ルシウム食を与える馴化期間ののち、以下の
ようにマウスを 6 群に分けて実験を行った
（ｎ=４）。 

 
１．正常カルシウム食＋溶媒投与群 
２．低カルシウム食＋溶媒投与群 
３．低カルシウム食＋CHP ナノゲル投与群 
４．低カルシウム食＋W9 ペプチド投与群 
５．低カルシウム食＋W9 ペプチド（4 
mg/kg/day）/CHP ナノゲル複合体投与群 
６．低カルシウム食＋W9 ペプチド（48 
mg/kg/day）/CHP ナノゲル複合体投与群 
 

なお、マウスへの薬物もしくは溶媒などの
投与は夜9時と朝9時の1日2回皮下投与し、
正常カルシウム食と低カルシウム食とを分
け始めてから 7日目に塩酸メデトミジンによ
り鎮静、鎮痛を行った上で頸骨脱臼により屠
殺した。 
 
(2) X 線学的骨の解析 
 屠殺後、脛骨、大腿骨を取り出し、3 日間
ホルマリンを主剤とした固定液に４℃で浸
漬、その後 PBS にて一晩洗浄。軟組織を丁寧
に除去したのち、軟 X線写真による観察、マ
イクロ CT による 3 次元的骨形態の把握、並
びに pQCT（末梢骨用定量的 CT）を用いた骨
密度測定を行った。 
 
(3) 骨形態計測学的解析 
 X 線学的解析終了後、脛骨を通法により
GMA/MMA の混合樹脂に包埋。厚さ５ミクロン
の切片を切り出し、染色後、骨形態計測を行
った。 
 
(4) 統計 



 

 

A 

図２ 脛骨海綿骨部の 

X 線学的解析結果 

   

B 

統計学的解析は ANOVAによる分散分析により、
ｐ＜0.05 で差があると判断された場合、群間
の比較は Fisher’PLSD posthoc テストを用
いて行った。なお、すべての in vivo 動物実
験の定量解析結果は、ボックスプロット（箱
ひげグラフ）を用いて表示し、サンプルの中
央値（真ん中二つの平均値）およびサンプル
のばらつき度合いを明らかにした。 
 
(5) CHP ナノゲルによる W9ペプチドの凝集形
成抑制効果の判定 
 In vitro では、CHP ナノゲルの粒子の大き
さ、W9 ペプチドの粒子の大きさ、および CHP
ナノゲル/W9 ペプチド複合体の粒子の大きさ
を 動 的 散 乱（ dynamic light scattering 
(DLS)）装置を用いて測定した。 
 

４．研究成果（図はすべて European Journal 

of Pharmaceutical Sciences Vol 37, Issue 

2, 83-88, 2009 および online materials よ

り引用） 

(1) CHPナノゲルとの複合体形成によりW9ペ
プチドの凝集は解消された。 

 
複合体形成により、W9 ペプチドの粒子サ
イズは CHP ナノゲルと同サイズになり、
W9ペプチドは完全にナノゲル内に溶け込
んだ（図 1）。 
 

(2) CHP ナノゲル/ W9 ペプチド複合体投与に
より、低カルシウム食飼育による骨量低
下、骨密度低下および海綿骨構造の連結
性低下が抑制された。 
 
凝集塊を作らなくなった W9 ペプチド

と CHP ナノゲルとの複合体を皮下に投与
することにより、浸透圧ポンプを用いず
とも、低カルシウム食飼育により引き起
こされる骨吸収を抑制できるか否かを検
討した。 
 

まず図2Aの
マイクロCT像
で示す様に、
低カルシウム
（Low Ca）食
飼育＋溶媒
(Veh)投与群
では、正常カ
ルシウム
（Normal Ca）
食飼育＋溶媒
投与群に比べ
て、脛骨 2次
海綿骨部の骨
量（白矢印）
の減少が認め
られた。CHP

ナノゲルや W9 単身の投与では減少した
骨量は回復していないようだが、CHP ナ
ノゲルと 48 mg/kg/day W9 ペプチドとの
複合体（Low Ca-CHP-W9 (high））投与に
より、回復が認められた。骨密度解析の
結果はマイクロ CT の所見を支持してい
た（図 2B）。W9 ペプチドが用量依存的に
低カルシウム食により減少した骨密度を
回復しているような定量結果だが、低カ
ルシウム食＋溶媒投与群と比べて低用量
（4 mg/kg/day）の W9 投与では有意な骨
密度の回復は認められなかった（図2B）。 

非脱灰組織切片を作成し、石灰化障害
などの原因で骨密度が減少しているのか、
海綿骨構造は実際どのように変化したの
か、さらに、骨密度の減少は破骨細胞の
増加によりなされ、その回復が破骨細胞
数の抑制によりなされたものであるか否

図１ DLS 装置による粒子径の測定結果 
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A 

図３ 非脱灰切片に

よる骨量解析結果 

  B 

図４ CHP/W9 ペプチド複合体投与による 

破骨細胞数(B)および面(C)の変化 

A 

B C 

図５ 尿中骨吸収マーカ

ーの変化 

   

かを検討した。 

図 3A
に示すように、
石灰化組織を
黒く染めるフ
ォンコッサ染
色の組織所見
から、低カル
シウム食飼育
により骨密度
が減少したこ
とは石灰化不
全によるもの
ではなく、骨
量自体が減少
した結果であ
ることが示唆
された。黒色
で示された石
灰化組織は、

低カルシウム食飼育により減少しており、
海綿骨部（黒矢印）所見により骨密度計
測の解析結果を確かめることができた。 
詳細は Alles 論文（雑誌論文 6番）で示
しているが、低カルシウム食飼育による
海綿骨部の微細構造の破壊を CHP/W9 ペ
プチド複合体投与により抑制したことが
示された（図 3）。 
 

(3) CHP ナノゲル/ W9 ペプチド複合体投与に
より低カルシウム食飼育による破骨細胞
増加が抑制された。 
 図 4 の組織所見およびその定量解析結

果に示すように、低カルシウム食飼育に
よる海綿骨部の骨量減少は、破骨細胞数
の増加により引き起こされる。このこと
は、我々が発表した過去の多くの論文に
も示されている。この破骨細胞の増加を
CHP/W9ペプチド複合体投与により抑制し
たことが定量的に示された（図４B、C）。 

(4) CHP ナノゲル/W9 ペプチド複合体投与に
より低カルシウム食飼育による尿中骨吸
収マーカーの上昇が抑制された。 

実際、数え
た破骨細胞が
骨の構成要素
の一つである
1 型コラーゲ
ンの分解産物
であるデオキ
シピリジノリ
ンの尿中濃度
を測定するこ
とにより、機
能的な破骨細
胞が変化した
か否かを検討。
図 5で示すよ
うに破骨細胞
が骨を吸収し
た量を反映す
る骨吸収マー

カーの変化は、図 4で示した破骨細胞の数
(4B)や破骨細胞の占める骨面の割合(4C)と

   

  



 

 

同じ変化を示し、低カルシウム食飼育により
亢進した骨吸収を CHP/W9 ペプチド複合体投
与によりブロックできたことが示された。 
 
(5)この研究課題に関するその他の研究成果 
 CHP ナノゲルがペプチド薬の良い薬物担体
として、ペプチドの凝集を防ぎ、皮下投与に
より骨吸収を抑制することが明らかとなっ
た。W9 ペプチド単身では、3 時間ごとに投与
してようやく骨吸収抑制効果が発揮された
が、今回の実験では 12 時間ごとに投与すれ
ば同様な骨吸収抑制効果が発揮されること
が明らかとなった。現在、さらに使用するナ
ノゲルをスクリーニングし、10mg/kg/day の
ペプチドを一度投与すれば、同様な骨吸収モ
デルを用いて骨吸収抑制効果を示すことが
明らかとなっている（unpublished data）。 
ペプチド薬の将来に希望を感じる。 
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